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Useita Solanacae-heimon lajeja kä¡etaän kaupallisesti skopolamiinin, atropiinin ja hyosþamii-
nin lähteinä. Skopolamiinin mätirä näissä kasveissa on kuitenkin yleensä paljon alhaisempi kuin
skopolamiinin esiasteen hyosþamiinin. Joissakin Solanacae- heimon lajeissa, joissa skopolamii-
nin tuotanto on luonnostaan suurempaa, kuten Hyoscyamus nigerissti ja Duboisia myoporoidek-
s&rsa on todettu.suurempi hyosþamiinia skopolamiiniksi koodaavan entsyymin aktiivisuus.
Hyosþamiini 6p-hydroksylaasi katalysoi oksidatiivisia reaktioita, 6B-hydroksylaatiota ja 6,7-
epoksidaatiota, jolloin hyosþamiinista syngy skopolamiinia. Japanilainen tutkijaryhmä on
onnistunut eristämään H.nigerin juurista H6H-entsyymiä koodaavan geenin ja sekvenssoimaan
sen. Japanilaiset ovat myös siirtäneet geenin Atropa belladonnaan ja saaneet skopolamiinin
määrtin siinä kasvamaan.
Tässä työssä käytettiin PCR-menetelmää monistettaessa oikeaa, jo sekvenssoitua h6h-gæniä,jolloin saatiin valmistettua kopioimiseen tarvittavat alukkeet vastaamaan geenin päiden
emäsjåirjestystä. PCR-menetelmään vaadittiin vain pieni mäåAä kasvista eristettyä RNA:ta.
RNA:sta koodattua cDNA:ta monistettaessa ainoastaan H.nigerin mullassa kasvatetun kasvin
juurista saatiin aikaan hyvä monistusreaktio. Myös llyoscyamus muticulcsen juuriviljelmistä
saatiin usean yrityksen jälkeen heikko monistustulos. Sen sijaan kummankaan kasvin lehdistä ei
monistus onnistunut. Agaroosigeeliä tutkittaessa näistä molemmista eristyksistä löydettiin oikean
kokoinen fragmentti, joka saostuksen, pelletoirurin, digestion ja geelistä eristämisen jälkeen
saatiin kloonattua E.colissa.
Geenin DNA:n sekvenssoinnissa todettiin H.nigerin multajuurista eristetty geeni oikeaksi (pLAL
I ja 2), mutta H.muricul<sen fragmentti vain retroelementiksi. Edelleen oikea geeni saatiin
kloonattua pDO432-vektoriin (pLAL2O) ja promoottorin 35S sisältämä h6h-geeni kloonattua
pRD400-vektoriin (pLAL2l). Myös geenin kloonaus Agrobacterium rhizogenel<selcseen
(LB49402 ja 15834) onnistui tässä työssä, ja jatkossa jää n¿ihtäv¿iksi saadaanko lopulta eristetyn
geenin avulla geeninsiirron jälkeen skopolamiinin tuotanto kasvamaan H.muticuksen juuriviljel-
missä tai niistä regeneroiduissa kasveissa. Geenin onnistunut siirto karvajuuriviljelmien solujen
genomiin helpottaisi huomattavasti skopolamiinin tuotantoa ja sen eristystyötä.
Pro gradun kirjallisessa osassa on kuvattu geenieristyksen ja -siirron eri vaiheita ja osatekijoita.
Myös geenin ilmenemiseen vaikuttavia tekijöita sekä geenisiirron eettisiä näkökulmia on
tarkasteltu. Geenisiirto entsyymien ja plasmidien avulla on kehittyn¡ jo rutiininomaiseksikin,
mutta se voi kuitenkin ornistua vain geenitekniikan ymmärtämisen, tarkkojen geenikarttojen
yhteensovittamisen ja hyvåin yksityiskohtaisen työsuururitelman tuloksena. åóå-geeninkin
eristäminen onnistui hyvin yhteistyössä Biotekniikan instituutin laboratorion kokeneiden
työntekijöiden kanssa.
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